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Introduccion. Colletotrichum lindemuthianum es el hongo
patdgeno causante de la antracnosis del frijol comin (Phaseolus
vulgaris). C. lindemuthianum secreta diferentes tipos de enzimas
hidroliticas, entre las que se encuentran las celobiohidrolasas
(CBHs) (EC 3.2.1.91), enzimas celuloliticas (exo-B-1,4-
glucanasas) que atacan extremos reductores (CBHI) y no
reductores (CBHII) en el polimero de celulosa (1) (2). Las
celulasas fungicas tienen un gran potencial biotecnolégico en
varias industrias, entre las que se incluyen la industria cervecera,
vinicola, agricola, papelera, textil, de detergentes, alimentacion
animal y de biocombustibles (3).

Objetivo: Realizar el aislamiento y andlisis bioinformatico-
molecular del ADN y ADNc del gen cbhll que codifica para una
celobiohidrolasa Il de las razas no patégena (0) y patégena
(1472) de C. lindemunthianum.

Metodologia. Se utilizaron las razas patdégena (1472) y no
patégena (0) del hongo filamentoso C. lindemuthianum. Se
realiz6 extraccion de ARN total por el método de TRIzol® y de
ADN gendmico por el método Kuramae-lzoaka (4). La
amplificacion por PCR del gen cbhll se realizé6 mediante juegos
de oligonucledtidos especificos disefiados en este estudio. Los
productos de amplificacion del ADN y ADNc se secuenciaron por
el método dideoxi y las secuencias se alinearon con el software
Clustal X. Se hizo modelaje 3D mediante I-TASSER y la edicion
de estructuras mediante Swiss model PDV viwer y Ras mol, con
el templado de la CBHII cristalizada de Trichoderma reseei (5).
También se construy6 un arbol filogenético consenso con las
secuencias de la CBHII del género Colletotrichum disponibles en
base de datos NCBI por los métodos de Maxima Verosimilitud
(ML) e Inferencia Bayesiana (IB) usando los softwares Mega 6 y
Mr. Bayes respectivamente.

Resultados. La secuencia del ADN gendmico present6 un 100%
de identidad con la secuencia de ADNc y fue 100% idéntica entre
ambas razas del hongo. La comparacion en base de datos
(NCBI) de la secuencia deducida de la CBHII, mostr6 99% de
identidad y 99% de similitud con la proteina correspondiente de
Colletotrichum orbiculare. La topologia del modelo 3D obtenido
coincidié con la topologia de B-barril modificado caracteristico de
la familia 6 de las Glicosil hidrolasas (GH6). Ademas, la
sobreposicion de las proteinas de C,. lindemuthianumy T. reseei,
mostré alta similitud incluyendo la posicién de los amino&cidos
cataliticos (Fig. 1). El arbol filogenético mostré la presencia de
tres clados o linajes principales. Dentro del clado con mayor
namero de secuencias, un subclado o linaje agrup6 las CBHII de
tres patotipos de C. lindemuthianum (0, 89 y 1472) y la de C.
orbiculare (Fig. 2).
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Fig. 1. Estructura 3D de la CBHII. A) Modelo disefiado para C.

lindemuthianum, B) Estructura cristalizada en T. reseei pdb C)
Sobreposicién de ambas estructuras.
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Fig. 2. Arbol filogenético consenso, el clado formado por los patotipos

de C. lindemuthianum y la especie hermana C. orbiculare se muestra

dentro del rectangulo rojo, con valores maximos de soporte por ambos
métodos (ML e IB).

Conclusiones. El gen cbhll de C. lindemuthianum muestra alta
identidad con el de C. orbiculare. El modelo 3D disefiado
confirmé la pertenencia de la proteina CBHII a la familia GH6. El
andlisis filogenético revel6 que la CBHII de C. lindemuthianun y
la CBHIl de C. orbiculare pertenecen a un linaje que no
comparten otras enzimas del género.
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